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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 20136:2018) wurde vom Technischen Komitee IULTCS ,International Union of
Leather Technologists and Chemists Societies in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee
CEN/TC 289 ,Leder" erarbeitet, dessen Sekretariat von UNI (Italien) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 062-05-52 AA ,Chemische
Priifverfahren fiir Leder” im DIN-Normenausschuss Materialpriifung (NMP).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefien, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den
englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die
entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:

ISO 14852 siehe DIN EN ISO 14852
ISO 14855-1 siehe DIN EN ISO 14855-1
Anderungen

Gegeniiber DIN EN ISO 20136:2017-07 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Das Verfahren B in der ersten Ausgabe beschreibt ein geschlossenes O,-Kreislaufsystem. Dieses System
hatte den Nachteil, dass die O,-Konzentration und damit auch die Aktivitdt der Mikroorganismen mit
der Zeit abnahm. Jetzt wurde ein offenes 0,-Kreislaufsystem entwickelt, bei dem keine O,- Begrenzung
vorliegt und somit die Aktivitat der Mikroorganismen stets optimal ist.

b) Eine Erlauterung zu dem Berechnungsverfahren der Ergebnisse wurde dem Verfahren B hinzugefiigt.
Berechnet wird das wéahrend der Priifung akkumulierte CO2 (Flache unterhalb der Kurve CO,-Mole liber

die Zeit).

c) Die Mdglichkeit, kommunales Abwasser anstelle von Gerbereiabwasser als ein Inokulum zu verwenden,
wurde aufgenommen.

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 14852, Bestimmung der vollstindigen aeroben Bioabbaubarkeit von Kunststoff-Materialien in
einem wdssrigen Medium — Verfahren mittels Analyse des freigesetzten Kohlenstoffdioxides

DIN EN ISO 14855-1, Bestimmung der vollstindigen aeroben Bioabbaubarkeit von Kunststoff-Materialien

unter den Bedingungen kontrollierter Kompostierung — Verfahren mittels Analyse des freigesetzten
Kohlenstoffdioxides — Teil 1: Allgemeines Verfahren
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 20136:2018) wurde vom Technischen Komitee [ULTCS ,International Union of
Leather Technologists and Chemists Societies” in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee
CEN/TC 289 ,Leder” erarbeitet, dessen Sekretariat von UNI gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN ISO 20136:2017 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 20136:2018 wurde von CEN als prEN ISO 20136:2018 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
iiblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, flir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Themen eng mit der
Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die
unterschiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen 1SO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses
Dokument wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der I1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet
(siehe www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht daflir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und
bedeutet keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitatsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsétze der
Welthandelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) beriicksichtigt, siehe
www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde von der Kommission fiir chemische Priifungen der ,International Union of Leather
Technologists and Chemists Societies” (IUC Commission, IULTCS) in Zusammenarbeit mit dem Europaischen
Komitee fiir Normung (CEN), Technisches Komitee CEN/TC 289, Leder, dessen Sekretariat von UNI gehalten
wird, gemafd der Vereinbarung iiber technische Kooperation zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung)
erarbeitet.

IULTCS wurde 1897 gegriindet und ist eine weltweite Organisation professioneller Ledergesellschaften zur
Weiterentwicklung der Lederwissenschaft und -technologie. IULTCS besteht aus drei Kommissionen, die fiir
die Festlegung internationaler Verfahren der Probenahme und Prifung von Leder zustdndig sind. ISO
erkennt IULTCS als ein internationales Normungsinstitut fiir die Vorbereitung von Priifverfahren von Leder
an.

Diese zweite Ausgabe ersetzt die erste Ausgabe (ISO20136:2017), die folgendermafden technisch
iiberarbeitet wurde:

— Das Verfahren B in der ersten Ausgabe beschreibt ein geschlossenes 0,-Kreislaufsystem. Dieses System
hatte den Nachteil, dass die O,-Konzentration und damit auch die Aktivitdt der Mikroorganismen mit
der Zeit abnahm. Jetzt wurde ein offenes 0,-Kreislaufsystem entwickelt, bei dem keine O,-Begrenzung
vorliegt und somit die Aktivitdat der Mikroorganismen stets optimal ist.

— Eine Erlduterung zu dem Berechnungsverfahren der Ergebnisse wurden dem Verfahren B hinzugefiigt.
Berechnet wird das wéahrend der Priifung akkumulierte CO, (Flache unterhalb der Kurve CO2-Mole tiber
die Zeit).

— Die Moglichkeit, kommunales Abwasser anstelle von Gerbereiabwéassern als ein Inokulum zu
verwenden, wurde aufgenommen.
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Einleitung

Eines der grofdten Probleme der Schuhindustrie ist die Abfallbehandlung. Obgleich dieser Abfall, vor allem
im Falle von Leder, durch die aktuelle Gesetzgebung nicht als gefahrlich betrachtet wird, so féllt er dennoch
in grofden Mengen an, was ein Problem fiir kommunale Abfalldeponien darstellt.

Das Ziel des Gerbungsverfahrens ist die Vermeidung der Verwesung der Haut und die Erhéhung der
Bestdndigkeit des erhaltenen Leders. Zu diesem Zweck werden chemische und biologische Wirkstoffe
eingesetzt, welche die Denaturierung des stromalen Proteins Kollagen verhindern und daher zu
physikochemischen Anderungen der Haut fiihren.

Es wird ein breites Spektrum verschiedener Wirkstoffe zur Gerbung des Leders verwendet, welche auf
organischen Produkten, Pflanzenextrakten oder anorganischen Produkten, hauptsachlich Metallen, basieren
konnen.

Das am haufigsten eingesetzte Gerbmittel in der Schuhindustrie ist Chrom (III), welches die Haut mit
wiinschenswerten Eigenschaften, wie Elastizitdt, leichtes Polieren, gute Atmungsaktivitit und
Dampfdurchlassigkeit, versorgt. Jedoch erzeugt die traditionelle Gerbereiindustrie (und vor allem das
Verfahren der Chromgerbung) Abfille, welche eine Umweltgefahr darstellen. Ebenfalls weisen
chromgegerbte Haute und Felle eine zu lange Lebensdauer auf, welche die Nutzungsdauer der Endprodukte
weit libersteigt. Daher ware der Einsatz von Additiven, welche weniger schadlich gegeniiber der Umwelt
sind und Produkte erzeugen, die einen schnelleren Abbau aufweisen, sobald das Material seinen Zweck
erfiillt hat, vorzuziehen, um die Entstehung von Abfallprodukten einzuschranken.

In dieser Branche ist die Entwicklung schneller Verfahren zur Quantifizierung des biologischen Abbaus von
Ledern, welche mit alternativen Gerbmitteln behandelt wurden, notwendig, um festzustellen, ob diese eine
bessere biologische Abbaubarkeit aufweisen als ihre Vorgianger. Die in diesem Dokument beschriebene
Herangehensweise strebt die Fertigstellung dieser Art der Analyse innerhalb einer Priifdauer von nicht mehr
als 50 Tagen an.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fest, mit dem durch die indirekte Bestimmung von CO,, das durch

den Abbau von Kollagen entsteht, der Grad und die Geschwindigkeit des aeroben Bioabbaus von entweder
gegerbten oder ungegerbten Fellen und Hauten unterschiedlichen tierischen Ursprungs bestimmt wird.

Die Priifsubstanz wird einem Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwdassern) in einem wassrigen
Medium ausgesetzt. Wenn sich keine Gerberei in der Ndhe befindet, kann kommunales Abwasser als
Inokulum verwendet werden.

Die in diesem Dokument festgelegten Bedingungen entsprechen den optimalen Laborbedingungen zum
Erreichen des maximalen Grades des Bioabbaus. Jedoch entsprechen sie moglicherweise nicht den optimalen
Bedingungen oder dem maximalen Grad des Bioabbaus im natiirlichen Medium.

Im Allgemeinen deckt das experimentelle Verfahren die Bestimmung des Grades und der Geschwindigkeit
des Bioabbaus des Materials unter kontrollierten Bedingungen ab, welches die Analyse des freigesetzten
Kohlenstoffdioxids, das wahrend der gesamten Priifung gebildet wurde, ermdglicht. Fiir diesen Zweck
entspricht die Priifvorrichtung den strikten Anforderungen in Bezug auf die Regelung des Durchflusses, der
Temperatur sowie der Bewegung.

Dieses Verfahren gilt fiir die folgenden Materialien:

— natiirliche Polymere von tierischem Stroma (tierisches Gewebe/tierische Haute);

— tierische Felle und gegerbte Haute (Leder) mit organischen oder anorganischen Gerbstoffen;

— Leder, die unter Priifbedingungen die Aktivitat der im Inokulum vorhandenen Mikroorganismen nicht
hemmen.

2 Normative Verweisungen

Es gibt keine normativen Verweisungen in diesem Dokument.

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IEC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/
— ISO Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

31
Filterpore Nr. 1
Diffusor mit Porengrofde von 100 Mikrometer bis 160 Mikrometer

Anmerkung 1 zum Begriff:  Diese Messung ist Standard.
3.2

Inokulum
Belebtschlamm aus Gerbereiabwassern
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4 Symbole und Abkiirzungen

[Ba(OH),] Bariumhydroxid

C Kohlenstoff

co, Kohlenstoffdioxid

GL18 Gewinde werden mit H-SA V40/45 Erlenmeyerkolben® verwendet (Volumen von
5000 ml)

GL14 Gewinde werden mit H-SA V29/32 Erlenmeyerkolben® verwendet (Volumen von
2000 ml)

H-SAV 29/32 Innen- und AufRenmafie der Blende an der Offnung der Erlenmeyerkolben® in Millimeter
H-SAV H40/45 Innen- und AuRenmafle der Blende an der Offnung der Erlenmeyerkolben® in Millimeter

IR Infrarot
PSA Druckwechsel-Adsorption (en: pressure swing adsorption)
Qpar Gesamtluftvolumen, in mol/h, des Gasgemisches, das durch das System geleitet wird

5 Kurzbeschreibung

Dieses Verfahren umfasst die quantitative Bestimmung von CO,, das wahrend des Abbaus der Aminosauren,

aus denen das Kollagenpolymer besteht, durch die Einwirkung von in Belebungsbecken fiir
Gerbereiabwasser vorhandenen Mikroorganismen, gebildet wird. Das gebildete CO, ist der in dem Polymer

vorhandenen Menge an Kohlenstoff (C) stochiometrisch proportional. Der anfanglich in jeder der gepriiften
Proben vorhandene prozentuale Kohlenstoffanteil wird durch Elementaranalyse bestimmt. Das wahrend der
Priifung akkumulierte CO, wird mithilfe mathematischer Gleichungen in den prozentualen Bioabbau

umgewandelt. Die Priifungen miissen in doppelter Ausfithrung in Gegenwart einer positiven Kontrolle,
bestehend aus minimalem Priifmedium (6.2), Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwéassern) und
Kollagen, sowie einer negativen Kontrolle, die nur aus minimalem Priifmedium und Inokulum besteht,
durchgefiihrt werden. Die Priifergebnisse sind als giiltig zu betrachten, wenn der Grad des Bioabbaus der
positiven Kontrolle (reines Kollagen) gleich oder grofier als 70 % ist.

Die Priifungen miissen mit Vorrichtungen ausgefiihrt werden, welche in der Lage sind, die fiir diese
Priifungen notwendigen Bedingungen herzustellen. Bewegung, Temperatur und Zufuhr von CO,-freier Luft

sollten kontrolliert werden.

Der im zu untersuchendem Kollagen vorhandene anfangliche prozentuale Kohlenstoffanteil (C) wird durch
Elementaranalyse der Messprobe bestimmt. Der prozentuale Bioabbau schlief3t nicht die Menge an
Kohlenstoff ein, der in neue Zellmasse (Biomasse) umgewandelt und wahrend der Priifung nicht zu
Kohlenstoffdioxid umgesetzt wurde.

5.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration: Verfahren A

Dieses Priifverfahren bestimmt den prozentualen Bioabbau von gegerbten und ungegerbten Fellen und
Hauten durch die indirekte Messung von CO,, das wahrend des Abbaus von Kollagen, dem Hauptbestandteil

der Haut, durch die Einwirkung der in den Gerbereiabwdassern vorhandenen Mikroorganismen gebildet
wird.

Das wahrend der Prifung freigesetzte CO, wird indirekt durch die Reaktion von [Ba(OH),] mit CO,
bestimmt, das als Bariumcarbonat (BaCO3) ausféllt. Die Menge an gebildetem CO, wird durch Titration des
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verbleibenden Bariumhydroxids mit 0,05 mol/I Salzsaurelésung bestimmt. Diese Messungen werden taglich
wahrend der gesamten Priifung durchgefiihrt.

Die Bioabbaubarkeit wird durch die indirekte Messung des freigesetzten CO, als Funktion der Zeit bestimmt

und der Grad des Bioabbaus durch die Differenz zwischen dem anfanglichen Kohlenstoffanteil im Kollagen
und dem verbleibenden Gehalt an 16slichem organischem Kohlenstoff, der im Laufe des Verfahrens nicht in
CO, umgewandelt wurde, berechnet (siehe Bilder A.1 bis A.3, Anhang A).

5.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch Infrarot-Detektion: Verfahren B

Mit diesem Verfahren wird die Bioabbaubarkeit durch die Quantifizierung des wahrend des Abbaus von
Kollagen gebildeten CO, mittels direkter IR-Detektion und kontinuierlicher Uberwachung der

CO,-Konzentration mit einer Vorrichtung bestimmt, die in der Lage ist, zw6lf Reaktionskolben gleichzeitig zu
bewerten (siehe Bild B.1 bis B.5, Anhang B).

Mit der Vorrichtung (siehe Bild B.1, Anhang B) kann der CO,-Wert mehrerer Proben, die in verschiedenen

Reaktionskolben enthalten sind, gemessen werden. Wahrend des Abbaus der Probe durch die Einwirkung
der Mikroorganismen entstehendes CO, wird mithilfe eines Infrarotdetektors gemessen. Dieser Detektor

wird durch ein Multiplexer-System gesteuert, das aus einer rotierenden Trommel mit zwo6lf Einlasskanalen
besteht, wobei jeder Luftauslass der Reaktionskolben mit einem Lufteinlass des Multiplexer-Systems
verbunden ist. Die Trommel verfiigt iber einen Auslass, der direkt mit einem Luftstrommessgerét (1/h) und
anschlieffend mit einem luftdichten Behalter, in dem sich der CO,-Sensor befindet, verbunden ist. In

Anhang B (siehe Tabelle B.1) sind die Parameter, Mafeinheiten und Messwertbereiche zusammengefasst.
Die Werte fiir Luftstrom und CO,-Konzentration werden in einem Datenerfassungssystem gespeichert, das

an einen Computer angeschlossen ist.

6 Chemikalien

Die bei den Priifungen verwendeten Reagenzien sind fiir die in diesem Dokument beschriebenen Verfahren
(Verfahren A und Verfahren B) gleich, lediglich mit einigen Anpassungen an das Volumen der fiir jede
Verfahrensweise spezifischen Reaktionskolben (Verfahren A: ein endgiiltiges Fliissigkeitsvolumen von
2,68 1; Verfahren B: ein endgiiltiges Fliissigkeitsvolumen von 1 1).

6.1 Deionisiertes oder ultrareines (Milli Q®1)) Wasser, frei von toxischen Substanzen mit einem
spezifischen elektrischen Widerstand > 18 MQ/ cm.

6.2 Priifmedium: Es werden nur Reagenzien mit anerkannter Analysenreinheit verwendet.

6.2.1 Es werden synthetische Stammldsungen durch Auflésen der folgenden Reagenzien mit destilliertem
Wasser so hergestellt, dass jeweils 11 entsteht:

6.2.1.1 Eisenchlorid (FeCl3*6H,0), 1,00 g.
6.2.1.2 Magnesiumsulfat (MgS0O4¢7H,0), 22,5 g.

6.2.1.3  Calciumchlorid (CaCl,*2H,0), 36,43 g.

1) Milli Q® ist ein Beispiel fiir ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information dient
zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch
1SO.
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6.2.1.4 Phosphatpuffer KH,HPO, 8,5 g, K,HPO,*3H,0 28,5 g, Na,HPO, 17,68 g und NH,Cl 1,7 g fiir eine
Gesamtmenge von 56,38 g.

6.2.1.5 Ammoniumsulfat [(NH4),S0,4], 40 g.

6.2.2 Das Prifmedium muss aus den folgenden Reagenzien, aufgelost mit qualitativ hochwertigem
destilliertem Wasser, sodass 1 | entsteht, bestehen:

6.2.2.1 Magnesiumsulfatléosung, 2 ml.

6.2.2.2 Calciumchloridlésung, 2 ml.

6.2.2.3  Phosphatpufferlésung, 4 ml.

6.2.2.4 Eisenchloridlésung, 2 ml.

6.2.2.5 Ammoniumsulfatlésung, 2 ml.

6.3 Messproben: Als positive Kontrolle wird Kollagen Typ1 (Sigma®2) oder ahnlich) verwendet.
Messproben miissen im Wesentlichen aus natiirlichen Polymeren oder Leder aus der Gerbereiindustrie

bestehen, die zur Herstellung von Lederbekleidung verwendet werden.

6.4 Nur bei Verfahren A: Bariumhydroxidlosung, 0,025 mol/l, wird durch Auflésen von 4,0 g [Ba(OH),] je

Liter destilliertes Wasser hergestellt. Festes Material ist abzufiltrieren, die Molaritat ist durch Titration mit
einer Sdure-Standard-Losung zu bestadtigen und die Losung ist als klare Losung in einem verschlossenen
Kolben aufzubewahren, um die Absorption von CO, aus der Luft zu verhindern. Es wird empfohlen, dass 51

zu dem Zeitpunkt hergestellt werden, an dem eine Reihe von Priifungen durchgefiihrt wird.

7 Gerate und Hilfsmittel

Die liblichen Laborgerate und insbesondere die Folgenden:
7.1 Analysenwaage, geeignet fiir Ablesungen bis 0,000 1 g.
7.2 Pipetten, Fassungsvermégen 5 ml bis 25 ml.

7.3 Mikropipetten, 500 pl und 1 000 pl.

7.4 Messkolben, 11.

7.5 Biiretten, 100 ml.

7.6 Autonome Quelle fiir CO,-freie Luft, bestehend aus einem gerduscharmen Kompressor, der mit

einem System zur Druckwechsel-Adsorption (en: pressure swing adsorption, PSA) verbunden ist, das mit
einem Molekularsieb ausgestattet ist.

7.7 Sepiolith, zum Herausfiltern von Verunreinigungen und Luftfeuchte aus dem Beliiftungssystem.

7.8 Verschliisse, undurchlassiger flexibler CO, Kunststoffschlauch.

2) Sigma® ist ein Beispiel fiir ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information dient
zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch
1SO.
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7.9 Salzsiure, 0,05 mol/l.
7.1.0 Priifgefifde:

7.10.1 Verfahren A: Acht 5-1-Erlenmeyerkolben®3) (Reaktionskolben) fiir jede Priifung (2 Kontrollen und
2 Messproben je Priifung). 5 000-ml-Erlenmeyerkolben®, Modelltyp H-SAV H40/50, sowie auch
V2-Destillieraufsiatze mit GL18-Gewinden und Filterporen-Diffusor Nr. 1, miissen eingesetzt werden. Das
Volumen der Fliissigkeit (Kulturmedium + Inokulum) muss insgesamt 2,5 | betragen.

7.10.2 Verfahren B: Zwolf Kolben mit einem Priifvolumen von 11 (Reaktionskolben), die einen
Destillationsaufsatz und einen Luftdiffusor umfassen, die zur Durchfiihrung der Priifungen (2 Kontrollen und
4 Proben in doppelter Ausfithrung) genutzt werden. Die Erlenmeyerkolben® miissen ein Fassungsvermogen
von 2 000 ml und 3 Offnungen (Anschliisse) haben und dem Modelltyp H-SAV 29/32 (SQ13) entsprechen.
Sie miissen V2-Destillationsaufsitze mit GL14-Gewinden (6 mm am Lufteinlass und 8 mm am Luftauslass)
und Filterporen-Diffusor Nr.1 haben. Das Volumen der Fliissigkeit (Kulturmedium + Inokulum) muss
insgesamt 1 | betragen.

7.11 Priifausriistung
7.11.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration (Vorrichtung A)

Die Vorrichtung A ist so konzipiert, dass die CO,-freie Luft durch eine Reihe von sieben Erlenmeyerkolben®

(Vorbehandlungskolben) geleitet wird, die das verbleibende Kohlenstoffdioxid im Luftstrom aus der PSA-
Vorrichtung (7.6) abfangen. Das Luftsystem wird dann in acht Leitungen aufgeteilt, die durch acht Ventile
geregelt werden, die eine unabhingige Steuerung des Durchflusses ermoglichen und wiederum acht
Erlenmeyerkolben® (Reaktionskolben) versorgen, die sich innerhalb des Behilters befinden. Der Auslass
von jedem der acht Erlenmeyerkolben® ist direkt mit einer Reihe von drei Erlenmeyerkolben® aus Glas
(Analysekolben) verbunden, die jeweils 100 ml 0,025 mol/I [Ba(OH),], enthalten, aus denen die Ergebnisse

ermittelt werden (siehe Bilder A.2 und A.3, Anhang A).

Die Vorrichtung verfiigt ebenfalls tiber einen Thermostat, der die Temperatur der Reaktionskolben durch die
Riickfithrung von Wasser in einem geschlossenen Kreislauf regelt. Die Priifung erfolgt bei (23 £+°1) °C. Die
Reaktionskolben werden wihrend der gesamten Priifdauer kontinuierlich bei 24 min—! bewegt (hin- und
hergehende Bewegung).

Das Volumen des Inokulums jedes Kolbens variiert abhangig vom Aktivitatsgrad und liegt zwischen 10 %
und 20 % des Gesamtvolumens (Inokulum + minimales Priiffmedium) von 2,51. Wenn das Inokulum aus
kommunalem Abwasser stammt, kann das Gesamtvolumen (Inokulum + minimales Priifmedium) bis auf
40 % ansteigen.

Die Luft des Generators muss durch das PSA-System geleitet werden, das vor Beginn der Priifung 16 h (iiber
Nacht) lang betrieben worden sein muss, um sicherzustellen, dass eine stabile CO,-Konzentration von

weniger als 1 ppm im Luftstrom erreicht wird.

Waéhrend der Priifung wird ein konstanter CO,-freier Luftstrom von 150 ml/min zu jedem Reaktionskolben
geliefert. Der Luftstrom wird regelmafig an jedem Auslass mithilfe von skalierten Durchflussmessgeraten
tiberpriift, um sicherzustellen, dass das System leckagefrei ist.

3) Erlenmeyer® ist ein Beispiel fiir ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information
dient zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes
durch ISO.
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Die quantitative Bestimmung des durch den aeroben Abbau der Messprobe durch Mikroorganismen
gebildeten CO, erfolgt durch Messung des Grades der Karbonisierungvon 0,025 mol/l [Ba(OH,)], das in den

drei Analysekolben enthalten ist, die mit jedem Reaktionskolben verbunden sind. Die Analysekolben werden
alle 24 h durch neue Kolben mit der gleichen Anfangsmenge an 0,025 mol/l [Ba(OH,)] ersetzt.

Die Werte der taglichen quantitativen Bestimmung der Karbonisierungvon [Ba(OH,)] werden in eine

Tabellenkalkulation eingegeben, die dann diese Werte in den prozentualen Bioabbau umwandelt
(Abschnitt 11).

7.11.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch IR-Detektion (Vorrichtung B)

Die Vorrichtung arbitet kontinuierlich in einem offenen System, in dem die CO,-freie Luft (7.6) mithilfe einer

Pumpe durch das System zirkuliert (siehe Bilder B.1 bis B.5, Anhang B). Zur Erhéhung der Menge des in der
fliissigen Phase gelosten Sauerstoffs erfolgt der Einlass von Luft in den Reaktionskolben durch die
Anwendung eines Luftdiffusors, der im Destillationsaufsatz integriert ist und Kontakt mit dem fliissigen
Medium hat.

Der in jeden Kolben eingeleitete Luftstrom wird durch ein System individueller Druckmessgerite
kontrolliert. Das System ist auch mit einem digitalen Luftstrommesssystem ausgestattet. Die digitalen Daten
fiir jede Messung und jeden Kolben werden in einer Datei gespeichert und anhand einer Kalibrierkurve
anschliefend in 1/h umgewandelt.

Die Vorrichtung ist mit einem Thermostatsystem ausgestattet, das in der Lage ist, die Temperatur der
Reaktionskolben mittels eines thermostatierten Behdlters zu regeln. Das Behélterwasser befindet sich in
einem Riickflihrungssystem, das wiederum mit einem Kryothermostat verbunden ist, der eine
Wasserzirkulation bei einer Temperatur von (23 £+°2) °C ermdglicht.

Um konstante Bewegung der mikrobiellen Suspension und Proben zu erreichen, ist die Vorrichtung mit
einem System ausgestattet, das eine Anordnung von zwolf Magneten umfasst, die mit zwolf Motoren
gekoppelt sind, die so unter dem Tankboden angeordnet sind, dass jeder Magnet einem Reaktionskolben
entspricht. Bewegung der mikrobiellen Suspension und Proben wird erreicht, indem in jeden Kolben ein
Magnet gegeben wird. Die Rithrgeschwindigkeit (in Umdrehungen je Minute, min) wird mit spezieller
Hardware eingestellt.

Alle wichtigen Quantifizierungsparameter sind in Tabelle B.1, Anhang B angegeben.

Der CO,-Wert der in den Kolben befindlichen Proben wird mit einem Multiplexer-System sequentiell

gemessen. Dieses System besteht aus einer rotierenden Trommel mit zwolf Einlasskanidlen und einem
Auslass, der direkt mit einem luftdichten Behalter verbunden ist, in dem sich der CO,-Sensor befindet. Jeder
Luftauslass der Reaktionskolben ist mit einem Lufteinlass des Multiplexer-Systems verbunden. Bei jeder
Rotation wahlt die Trommel nur einen der Einldsse und stellt eine direkte Verbindung zwischen dem
gewdhlten Einlass eines der Reaktionskolben und dem Behdlter, in dem sich der Sensor befindet, her und
blockiert die anderen Einldsse. Ein Schrittmotor ldasst das Multiplexer-System rotieren, um den
entsprechenden Einlass zu wahlen, und speziell entwickelte Hardware und die zugehorige Software regeln,
welcher der zwolf Einlasse gewdahlt wird. Auf diese Weise ist es moglich, Informationen liber das gebildete
CO, (ppm) und den entsprechenden Luftstrom (I/h) eines bestimmten Kolbens zu einem festgelegten

Zeitpunkt zu speichern.

Das minimale Priifmedium und das Inokulum werden in die Erlenmeyerkolben® hinzugefiigt. Das Volumen
des Inokulums in jedem Kolben variiert abhdngig vom Aktivititsgrad und liegt zwischen 10 % und 20 % des
Gesamtvolumens (Inokulum + minimales Priifmedium) von 11. Wenn das Inokulum aus kommunalem
Abwasser stammt, kann das Gesamtvolumen (Inokulum + minimales Priifmedium) bis auf 40 % ansteigen.
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Anschlieffend werden die Einlass- und Auslassverbindungen des CO,-Detektors angebracht. Die Bewegungs-

und die Temperaturregelung werden eingeschaltet und die Priifung wird auf dem Computer gestartet, der
fiir eine Zeitdauer von 16 h (liber Nacht) fiir die angemessene Bedingung der im Medium vorhandenen
Mikroorganismen sorgt. Danach werden Kollagen (in die positiven Kontrollen) und Leder (in die Proben)
hinzugefiigt.

Die Vorrichtung fiir den Bioabbau ist mit einer Software ausgestattet, die in der Lage ist, die Werte fiir
gebildetes CO, (ppm) und Luftstrom (I/h) in vom Anwender festgelegten Zeitabstinden wahrend der

Priifung zu kontrollieren und aufzuzeichnen.
7.11.2.1 Kalibrierungssystem fiir Vorrichtung B:

Zwei verschiedene Arten der Kalibrierung werden durchgefiihrt: CO,-Sensor und Luftstrom.

7.11.2.1.1 CO,-Sensor-Kalibrierung: Die Kalibrierung des CO,-Messgerats erfolgt mit besonderen
Gemischen von Gasen mit unterschiedlichen CO,-Konzentrationen (50 ppm, 150 ppm und 300 ppm)
zusammen mit einem Gasgemisch mit 99,9 % O, als CO,-freiem Gemisch. Am Ende der Kalibrierung wird

eine lineare Kalibrierkurve zwischen O ppm und 2 000 ppm entsprechend der Geradengleichung mit
Y = AX + B und deren jeweiligem Bestimmungskoeffizienten (R?) erstellt.

7.11.2.1.2 Der digitale Durchfluss wird fiir jeden Kolben unabhdngig mit Rotametern kalibriert (1 fiir jeden
Kolben), die vor dem CO,-freien Lufteinlass eines jeden der 12 Kolben positioniert sind.

Alle Luftstromwerte werden in einem speziell fiir diese Priifung entwickelten Softwareprogramm
gespeichert, das auch erméglicht, die Parameter zu kontrollieren und alle Daten , des wéhrend der Priifung
in den verschiedenen Reaktionskolben gebildeten CO, zu speichern.

8 Durchfiihrung
8.1 Sammlung und Herstellung des Inokulums

Es werden Proben (Abwasser) aus einem Belebungsbecken fiir Gebereiabwasser als Inokulum verwendet.
Wenn es keine Gerberei in der Nahe gibt, kdnnte kommunales Abwasser als Inokulum verwendet werden.
Die Probe muss frei von grofden inerten Gegenstinden sein, wie z. B. Lederstlicken, die manuell entfernt
werden miissen.

Die Probe muss entnommen und unverziiglich in einem tragbaren Kiihlbehélter an das Laboratorium
eingesandt werden, damit ihre urspriinglichen Eigenschaften erhalten bleiben. Zum Entfernen von
Verunreinigungen wird die Probe dekantiert, und um die Menge an Schwebstoffen zu verringern, sollte das
Abwasser iiber Glaswolle filtriert werden. Alternativ wird die Probe bei 1 500 min—1 fiir 5 min zentrifugiert.

8.2 Herstellung der Priifsubstanz und Referenzsubstanz

Die Aktivitadt des Inokulums ist wahrend der Priifung mithilfe einer biologisch abbaubaren Referenzsubstanz
zu Uberpriifen, vorzugsweise mit gemahlenem oder geschreddertem Kollagen Typ 1 (Sigma oder dhnlich)
und durch Messung der CO,-Bildung wahrend dessen Abbaus. Die Referenzsubstanz muss am Ende der

Priifung zu 70% oder mehr abgebaut sein, damit eine ausreichende Aktivitidt des Inokolums gegeben ist.
Infolge der Moglichkeit, dass das Inokulum suspendierte organische Verbindungen enthélt, miissen Kolben,
die das Inokulum und das Kulturmedium enthalten, als negative Kontrolle mitgefiihrt werden. Die Werte fiir
das in diesen Kolben gebildete CO, miissen von den Werten, die sich in der positiven Kontrolle und den

Messproben gebildet haben, subtrahiert werden.
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8.3 Priifbedingungen und Inkubationszeit

Mit Ausnahme der Priifproben miissen alle Materialien vor der Verwendung autoklaviert werden. Alle
Priiflésungen und Kulturmedien (mit Ausnahme des Inokulums) miissen vor der Verwendung auch
autoklaviert werden, mit Ausnahme von Eisenchlorid, das unter sterilen Bedingungen filtriert werden muss.
Die gesamte Priifdauver wird durch die Zeitspanne bestimmt, die fiir die positive Kontrolle
(Kulturmedium + Kollagen) erforderlich ist, um 70% des maximalen Grades des Bioabbaus zu
liberschreiten.

Alle Messproben miissen in gemahlener oder geschredderter Form eingebracht werden. Die
Anfangskonzentration der Messproben muss zwischen 0,18 g/1 bis 0,19 g/l liegen, die absolute Menge fiir
jede Priifung ist 0,5 g (Verfahren A) und 0,18 g bis 0,19 g (Verfahren B).

8.4 Beendigung der Priifung

Die Priifung sollte als beendet betrachtet werden, wenn die Kollagenprobe (positive Kontrolle) die
Plateauphase mit Abbaugrad von gleich oder grofier als 70 % des urspriinglichen Kohlenstoffs erreicht hat.

Wenn der Abbaugrad der positiven Kontrolle (reines Kollagen) 70 % erreicht, darf die Priifung einige Tage
langer fortgesetzt werden, falls die Proben eine logarithmische Phasenkinetik der CO,-Bildung zeigen und

um somit der Probe ausreichend Zeit zu geben, ihre maximale Bioabbaubarkeit zu erreichen.

Zeigt die positive Kontrolle nach 50 Tagen Bioabbauwerte von weniger als 70 %, ist die Priifung ungiiltig
und muss wiederholt werden.

9 Quantitative Bestimmung
9.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration (Vorrichtung A)
9.1.1 Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts
Der gesamte organische Kohlenstoffgehalt der zu prifenden Substanz wird durch Elementaranalyse
bestimmt. Das ermdglicht die Berechnung der maximalen theoretischen Menge an gebildetem
Kohlenstoffdioxid.
Die Substanz entspricht w % (Massenanteil in Prozent) Kohlenstoff;
w/100 e g der Substanzmengen = Y g Kohlenstoff, eingebracht in den Erlenmeyerkolben®
a) C+0,-CO,

b) 12 gCergeben 44 gCO,

c) YmgCergeben44/12«Y mgCO,
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9.1.2 Bestimmung der Menge an gebildetem Kohlenstoffdioxid (Verfahren A)
Die gebildete Menge Kohlenstoffdioxid ist mit der negativen Kontrolle (Kulturmedium + Inokulum) zu
korrigieren durch Subtraktion des Wertes der negativen Kontrolle der Titration von dem Wert der Titration

der Priifsubstanz, der mit 0,05 mol/1 HCl erhalten wird.

b) [Ba(OH),] + 2 HCl - BaCl, + 2 H,0
c) m Mole CO, = (m Mole HCI)/2

9.1.3  Korrektur hinsichtlich der Aquivalentkonzentration von HCI

a) m Mole CO, = [(0,05 mol/1) e ml HCI]/2
b) mgCO, = [(0,05 mol/1) e ml HCI X 44]/2 = 1,1 « ml HC]

Somit wird die gebildete Menge an Kohlenstoffdioxid, in mg, durch Multiplikation des HCI-Titrationswertes
mit 1,1 ermittelt.

9.1.4 Prozentualer Bioabbau aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid

Die Berechnung des prozentualen Bioabbaus aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid erfolgt wie nachstehend
angegeben:

a) (gCO0, gebildet/g CO, theoretisch) ¢ 100

b) [(1,1 emlHCle 12)/(44 «y)] * 100
9.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch IR-Detektion (Verfahren B)
9.2.1 Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts

Der gesamte organische Kohlenstoffgehalt der gepriiften Substanz wird durch Elementaranalyse bestimmt.
Das ermdoglicht die theoretische Berechnung der maximalen Menge an CO,, die in jedem Priifdurchgang

gebildet werden kann.
Die Substanz hat w % (Massenanteil in Prozent) Kohlenstoff;
w/100 e g der Probe =Y g Kohlenstoff, eingebracht in den Kolben
a) C+0,-CO,
b) 12 gCergeben 44 gCO,
c) YgCergeben44/12YgCO,
9.2.2 Bestimmung der Menge an Kohlenstoffdioxid (gebildetes CO,)

Das wahrend des Abbaus von Proben gebildete CO, wird von einem im Quantifizierungsgerat integrierten

IR-Detektor gemessen. Fiir diesen Zweck wird der Sensor zuvor mit handelsiiblichen Kalibriergasgemischen
zwischen 0 ppm und 1 000 ppm kalibriert (8.4.3.1).
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9.2.3  Prozentualer Bioabbau aus den CO,-Daten

Die Berechnung des prozentualen Bioabbaus aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid erfolgt durch die
Umwandlung von ppm CO,das wahrend der Priifung gebildet wurde , unter Beriicksichtigung des

Mittelwertes der in den beiden Reaktionskolben fiir jede Probe (Doppelpriifungen) erhaltenen Werte. Nach
einer Reihe von mathematischen Berechnungen werden diese Werte in prozentualen Bioabbau
umgewandelt. Zu diesem Zweck miissen die folgenden Parameter beriicksichtigt werden:

1. eingehender Luftstrom (8.4.3.2) (0, N,) und ausgehender Gasgemischstrom (0, N,, CO,) jedes
Reaktors (Q,), in 1/h;

2. Lufttemperatur im System, in Grad Kelvin (K);

3. Gesamtdruck (P,,) aus atmospharischem Umgebungsdruck und Reaktordruck, in atm;
4. Reaktorvolumen, in Liter (1);

5. CO,-Fraktion am Auslass des IR-Detektors, in Teile pro Million (ppm CO,).

Der Luftstrom (Q,), in 1/h, wird mit der allgemeinen Gleichung fiir Gase (P, ® Qy=Quar®R*T) in
Luftstrom (Q,,,,), in mol/h, umgewandelt.

Dabei ist

Pt der Gesamtdruck im Kultivierungskolben aus dem atmospharischen Umgebungsdruck, der von
der Hohenlage abhdngig ist, und dem manometrisch gemessenen Druck;

Q, der Luftvolumenstrom, der je Stunde durch das System geleitet wird, in Liter;
Qpar der molare Luftstrom, der je Stunde durch das System geleitet wird, in mol;

R die Gaskonstante (0,082 atm e L e mol~1 ¢« K—1);

T die Temperatur der Gasphase, in Grad Kelvin (K), wobei K = °C + 273,15 °C.

Diese Gleichung ermdglicht die Bestimmung der Anzahl der Mole des Gasgemisches als Referenzwert fiir die
Transformation von ppm CO,, das wéahrend der Priifung gebildet wird, in prozentualen Bioabbau. Dazu ist es

notwendig, fiir jede Messung wahrend der Prifung den Luftstrom (Qp,), in Leh~1, in CO,-Luftstrom

(QnCO,), in moleh—1, umzuwandeln.
QnCO, = Q4 * ppm CO,, in mol CO,

Der Luftstrom am Einlass ist gleich dem ausgehenden Gasstrom, da fiir jedes Mol verbrauchten O, ein Mol
CO, gebildet wird.

Nach der Berechnung des Mittelwertes von QnCO, fiir jede Probe und fiir jede Entnahmestelle muss der
QnCO, der negativen Kontrolle fiir die jeweilige Entnahmestelle von dem QnCO, der Probe subtrahiert

werden. Auf diese Weise ist es moglich, die Molzahl des aus der Probe oder dem Kollagen (positive
Kontrolle) gebildeten CO, zu bestimmen, von dem das durch das Inokulum (negative Kontrolle) gebildete

CO, bereits abgezogen wurde.
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